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© Verfahren zur ortsspeziftschen Mutagenese von DNA und Entwlcldung von Plasmidvektoren. 



^© Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur ortsspeziffschen Mutagenese von DNA an den Restriktions- 
Wschnittstellen unter Verwendung von Hydroxylamin und die Konstruktion von Plasmidvektoren mit klonierten 
jjjResistenzgenen aus Cxerosis und durch das neue Verfahren mutierten Plasmiden, die singulire Restriktions- 



schnittstellen besitzen. 
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Verfahren zur ortsspeziflschen Mutag nese von DNA und Entwlcklung von Plasmidvektoren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur crtsspezifischen Mutagenese von ONA und die Entwicklung von 
Plasmidvektoren. . 

Corynebacterium glutamicum; Brevibacterium flavum und verwandte Stamme bzw. von diesen abgelei- 
tete Mutanten sind bekannte Organismen, mit deren Hilfe L-Aminosauren, wie z.B. Lysin und Threonin 
fermentativ hergestellt werden. 

FUr die gentechnische Stammverbesserung sind Plasmidvektoren essentielle Voraussetzung. Die Kon- 
struktion von Plasmidvektoren fUr Corynebacterium bzw. Brevibacterium beruht im allgemeinen auf krypti- 
schen Plasmiden, die in dieser Gruppe von Bakterien gefunden werden kdnnen. Beispielhaft seien genannt 
das Plasmid pCQ1 aus Corynebacterium glutamicum ATCC31808 (US-PS 4.617,267), das Plasmid pAM330 
aus Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 (EP-A- 0 093611) und das Plasmid P HM1519 aus 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13058 (Miwa et al. 1984). Die Plasmidvektoren enthalten weiterhm 
mindestens eine ONA-Region, die dem. Wirt Resistenz gegen ein Antlbiotlkum vermittelt. Beispielhaft seien 
genannt das Kanamycin-Resistenzgeri des Transposons Tn5 (Santamaria et al. 1984). das Kanamycm- 
Resistenzgen des Plasmids pUBllO aus Staphylococcus aureus (EP-A- 0 093611). das Hygromyc.n- 
Resistenzgen aus Streptomyces hygroscopicus (Santamaria et al. 1987) und das Chloramphenicol-Resl- 
stenzgen aus Streptomyces acrimycini (Santamaria et al. 1987). 

Plasmidvektoren fur Corynebacterium und 8revibacterium k6nnen dazu benutzt werden, Gene der 
Biosynthese von Aminosauren zu klonieren, das entsprechende Genprodukt bzw. Enzym in einem gestei- 
gerten Mafl zu exprimieren und dadurch die Aminosauren-Ausscheidung zu verbessern. Beispielhaft seien 
genannt die Verbesserung der Ausscheidung von L-Lysin durch Corynebacterium glutamicum durch 
Klonierung und Gberexpression des Phosphoenolpynjvat-Carboxylase-Gens von Corynebacterium glutami- 
cum (Britlsch Patentanmeldung 8821319.4). . 

Plasmidvektoren sind aus mehreren DNA-Regionen zusammengesetzt Eine DNA-Region ermoglicnt 
dem Plasmid die Replikation im entsprechenden Wirtsorganismus. Eine zweite ONA-Region vermittelt der 
Zelle Resistenz gegen ein Antiblotikum und kann als geneBsche Marke zur Selektion der plasmidtragenden 
Zellen einer Population benutzt werden. Eine dritte DNA-Region vermittelt Resistenz gegen ein weiteres 
Antibiotikum und kann als genetische Marke zur Insertionsinaktivlerung genutzt werden. Bei Vorhandensem 
geeigneter Restriktionsschnlttstellen in einer der beiden genetischen Marken kann diese jewetls air 
insertionsaktivierung genutzt werden. wahrend die zweite Marke zur Selektion dlent. Beispielhaft seien d.e 
dem Fachmann bekannten Plasmidvektoren pBR322 (Bolivar et al. 1979) und. pACYC177 (Chang et al. 

^^orausseteung^rdie Konstruktion derartiger Plasmidvektoren sind Gene, die dem Wirt Resistenz 
gegen Antibiotika vermitteln. Bne weitere Voraussetzung ist das Vorhandensein singularer Restriktions- 
schnittstellen in den entsprechenden Resistenzgenen der Plasmidvektoren. urn diese zur Insertlons.naktlvie- 

rung nutzen zu kSnnen. ..... 

Urn Restriktionsschnittstellen in klonierten Antibfotika-Resistenzgenen zur Insertionsinaktiwerung nutzen 
zu k6nnen. ist es nOtig. endogene Schnittstellen im Plasmid zu entfernen. Dies kannz. B^durch AuffUHen 
der Schnittstelle mit NuMeosldtriphosphaten oder durch Nukleasebehandlung erfolgen. Diese Methoden 
sind aber nur sehr bedlngt anwendbar. wenn es sich urn eine in einem Gen Oder in einer anderen 
essentiellen Region gelegene Schnittstelle handelt. weil damit ein Wechsel des Leserasters oder eine 
Deletion von ONA verbunden ist. Die EinfUhrung von Punktmutatlonen ist nicht mit diesen Nachteilen 
verbunden. Eine Methode. die Punktmutatlonen setzt wie die Mutagenese mit Hydroxylamin (Birch et al. 
1985) blrgt wiederum die Gefahr. unspezifisch mehrere Mutattonen verteilt Ober ein ganzes Plasm.d zu 

^^gabe der Erfindung Ist ein Verfahren zur ortsspeziflschen Mutagenese von DNA. urn z. B die 
Restriktionsschnittstellen in klonierten Antibiotika-Reslstenzgenen zur Insertionsinaktivierung nutzen zu kdn- 
nen, und die Konstruktion neuer Plasmidvektoren. _ , .. 

Geaenstand der Erfindung Ist ein Verfahren zur ortsspeziflschen Mutagenese vonDNA an den Restnk- 
Bonsschnlttstellen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man die DNA isollert mit e Ine im geeigneten 
Restriktionsenzym spaitet, die so behandelte DNA mit einem Im allgemeinen 0.5 - 2 MoW bevorzugt 1 
MoM. Hydroxylamin enthattenden Mutageneseansatz mischt und eine ausrelchende ZA Jm ' ^^ien 10 
bis.60 min. bevorzugt 20 bis 30 mln be) emohter Temperatur. bevorzugt bel 65 b.s 70 X Inkublert mrt der 
Maflgabe daB der ONA-Doppefstrang nicht oder nur im Bereich der Schnittstelle "aufschmjlzt . anschlie- 
flend die DNA nach an sich bekannten Methoden aufnimmt. mit einer Ligase behandelt, einen geeigneten 
Mikroorganlsmus mit der so mutierten ONA trahsformlert und die Transfonmanten isoliert. 
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Oie Isollerung von DNA aus Zellen von Mikroorganismen rfolgt nach den aJIgemein bekannten 
Verfahren, ebenso die Spaltung an den Restriktlonsschnrttstellen, die Behandlung mit Ugase und die 
folgenden Schritte. 

Der Mutageneseansat2 nthSit die bei Birch et al. beschriebenen Komponenten. 
5 Gegenstand der Erfindung ist ebenso die nach dem beschriebenen Verfahren behandelte DNA, die eine 
Oder mehrere inserierte Restriktiorisschnittstelfen aufweist. 

Insbesondere geefgnet ist eine DNA, die aufgrund dieser Mutagenese eine Oder mehrere singulare 
Restriktionsschnittstellen in einem Oder, falls vorhanden, mehreren Resistenzgenen und/oder dem Reptikon 
aufweist* 

io Diese fOr eine Resistenz codierenden DNA-Abschnitte kdnnen auch von einem inserlerten Transposon 
stammen, wie sle allgemein bekannt sind. 

Bevorzugt setzt man DNA in Form von Plasmiden, Plasmidvektoren Oder Phagenvektoren ein, die in den 
Anspruchen der Bnfachheit halber als Plasmide erscheinen. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfails die die mutierte DNA tragenden Mikroorganismen, unter 

?5 denen besonders Stamme der Gattung Corynebacterium, Brevibacterium Oder abgeleitete Aminosau- 
ren.ausscheidenden Mutanten bevorzugt sind. 

Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf mutierte Formen von DNA, die mit Hilfe des erfindungsgema- 
fien Verfahrens hergestelft werden. Als Beispiel seien die Plasmide pCV34 (Abb. 6a) und pCV36 (Abb. 6b) 
genannt, die gegeniiber dem Ausgangsplasmid eine mutierte EcoRI-Schnittstelle (pCV34) bzw. eine 

20 mutierte EcoRl- und eine mutierte Pstl-Schnittstelle <pCV36) besitzen und somit mutierte Formen des 
pHM1 519-Replikons (Miwa et al. 1984) sind. 

Diese Plasmide sind durch die entsprechenden Restriktionsenzyme nicht mehr spattbar und deshalb fur 
die Konstruktion von Plasmidvektoren den Ausgangsplasmiden vorzuziehen. Weiterhin kSnnen DNA-Frag- 
mente in PlasmidmolekOlen gegen solche ausgetauscht werden, die Mutationen tragen, welche mit dem 

25 beschriebenen Verfahren hergestellt wurden. Eine derartige Vorgehensweise ist in Beispiel 5.4 bei der 
Konstruktion des Plasmidvektors pZ9 (Abb. 9) gezeigt. Wirte fUr die Plasmide pCV34, pCV36 und pZ9 sind 
Stamme der Gattungen Corynebacterium und Brevibacterium sowie insbesondere von diesen abgeleitete, 
Aminosauren-ausscheidende Mutanten. Fur Plasmid pZ9 ist auflerdem E.coli ein Wirt. Oie Piasmid- 
stragenden Stamme der Gattungen Corynebacterium, Brevibacterium und Escherichia konnen nach konven- 

30 tionellen Methoden, wie sie dem Fachmann bekannt sind, kultiviert werden. folgende Stamme wurden bei 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen hinterlegt: 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032/pCV34 als DSM 5025, Corynebacterium glutamicum ATCC 
13032/pCV36 als DSM 5026 und Escherichia coli DH5 /pZ9 als DSM 4938. 

Ein weiterer Bestandtell der Erfindung ist der Ensatz von Antibiotika-Resistenzgenen aus Corynebacte- 

35 rium xerosis fOr die Konstruktion von Plasmidvektoren, die im Gram-negativen und Gram-positiven Bakte- 
rien und insbesondere in Aminosaure-ausscheidenden Stammen der Arten Corynebacterium glutamicum, 
Brevibacterium ftavum und verwandten Arten replizieren. 

Ein in dem von Kono et al. (1983) isolierten Stamm von Corynebacterium xerosis M82B enthaltenes, 
etwa 50 Kilobasenpaare (kb) umfassendes Resistenzplasmid wurde mittels einer modifizierten Lyse nach 

40 Birnboim und Doly (1982) isoliert und als pCXM82B bezeichnet. Nach Verdauung der Plasmid-DNA mit 
Restriktionsenzymen konnte das Plasmid durch Vergleich der in Einzel- und Doppelverdauung erhaltenen 
DNA-Fragmente charakterislert werden. Nach Klonierung Obertappender DNA-Fragmente wurden die in den 
Abb 1a und 1b dargestellten Restriktionskarten gefunden. Aus dem Plasmid pCXM82B wurden unter 
Zuhiifenahme des dem Fachmann bekannten E.coli-Vektors pUC19 DNA-Fragmente isoliert. welche Gene 

45 tragen,d ie dem Wirt Resistenz gegen die Antibiotika Chloramphenicol, Kanamycin und Erythromycin 
verleihen Das Chloramphenicol-Resistenzgen liegt auf einem 5 kb langen Bglll-DNA-Fragmente (Abb. 2a). 
Das Kanamycin-Resistenzgen liegt auf einem 1.7 kb langen Sall-DNA-Fragment (Abb. 2b). Das 
Erythromycin-Resistenzgen liegt auf einem 8,5 kb langen Sall-DNA-Fragment (Abb. 2c). Ein Tetrazyklin- 
Resistenzgen, das nicht in Exoll. aber in Cglutamicum zur AusprSgung einer Resistenz fflhrt, konnte nach 

so Fusion eines das Gen (AbOd) enthaltenden P UCl9-Plasmids mit einem Ck)rynebacterier^Replikon und 
Transformation in Cglutamicum identifiziert werden. Der Stamm Corynebactenum glutamicum ATCC 13032 
mit dem Pendelvektor p2Hi4S (Tc R ) wurde bei der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen als 
DSM 5396 hinterlegt Die beschriebenen DNA-Fragment mit den entsprechenden Reslstenzgenen kdnnen 
von jedem Fachmann aus dem bei der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen unter DSM 5021 

55 hinterlegten Stamm von Corynebacterium xerosis M82B isoliert werden. Die DNA-Sequenz des 
Chloramphenicol-Resistenz vermittelden ONA-Fragments wurd als Bestandteil der Erfindung bestmmt D» 
Analyse des Kodi rbereichs Ist in Abb. 3b und die DNA-Sequenz in Abb. 4 dargestellt Das Strukturgen 
umfaflt 1173 Basenpaare mit einem ATG-Codon am Beginn und zwei TGA-Codonen am Ende des 
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Strukturgens. 

Als Bestandteil dor Erflndung worden weiterhin. ausgehend von den oben beschriebenen R sistenzge- 
nen aus Corynebacterium xerosis, Plasmidvektoren konstruiiert, die in Aminosauren-ausscheidenden Stam- 
men der Arten Corynebacterium glutarnicum und Brevibacterium flavum bzw. verwandten Arten replizieren. 

s So wurde, ausgehend von dem oben beschriebenen - Plasmid pCV36, unter Verwendung des 
Chloramphenicol-Resistenzg ns der In Abb. 7 dargestellt Plasmidvektor pCVX4 konstruiert. der neben dem 
Chloramphenicol-Resistenzgen das Kanamycin-Resistenzgen des Transposons Tn5 trigt. Das Plasmid 
pCVX4 hat eine L3nge von 6.5 kb und bietet die Moglichkeit zur Insertionsinaktivierung durch die 
singularen Restriktionsschnittstellen EcoRI, Pstl und Mlul im Chloramphenicol-Resistenzgen. Weiterhin 

w wurde der Plasmidvektor pCVXIO (Abb. 8a) konstruiert. der eine Lange von 7 kb hat und das Kanamycin- 
Resistenzgen von Corynebacterium xerosis mit den singularen Restriktionsschnittstellen Xhol und Clal 
sowie das oben beschriebene Chloramphenicol-Resistenzgen von Corynebacterium xerosis trSgt. Schliefl- 
lich wurde der in Abb. 8b dargestellte Plasmidvektor pCVX15 konstruiert, der eine Unge von 13,8 kb hat 
und das Erythrornycin-Resistenzgen spwie das oben beschriebne Chloramphenicol-Resistenzgen von 

»5 Corynebacterium xerosis tragt. 

Folgene Stamme wurden bei der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen hinterlegt 
Corynebacterium glutarnicum ATCC 13032/pCVX4 als DSM 5022. Corynebacterium glutarnicum ATCC 
13032/pCVXIO als DSM 5023, Corynebacterium glutarnicum ATCC 13032/pCVXi5 als DSM 5024. 

Weiterhin ist der vorteilhafte Expressionsvefctor pZ8-1 , der in Abb. 10 dargestellt ist ein Bestandteil der 

zo Erflndung. Plasmid pZ8-t hat eine Lange von 7,0 kb und tragt die nach dem oben beschriebenen neuen 
Verfahren der Hydroxylamin-Mutagenese hergestellte mutierte Form des pHM1519-Repl.kons. welche 
wahrend der Konstruktion durch Austausch eines DNA-Fragmentes in das Plasmid eingefOhrt wurde. Im 
besonderen tragt das Plasmid P Z8-1 den tac-Promotor (Oe Boer et al. 1983), gefolgt von e.nem DNA- 
Fragment mit Mehrfach-Klonierschnittstellen und schllefllich den TlT2-Terminator des rmB-Gens von 

25 Escherichia coli (Brosius et ai. 1981). Durch Verwendung des T1T2-Terminators wird die stabile Rephkatoon 
des Plasmids pZ8-1 in C.glutamicum gesichert. Escherichia coli DH5/pZ8-1 wurde bei der Deutschen 
Stammsammlung von Mikroorganismen unter DSM 4939 hinterlegt. Die Eignung des Plasmids P Z8-1 als 
Expressionsvektor wurde durch die Insertion des Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Gens von Corynebacte- 
rium glutarnicum ATCC 13032 (Britische Patentanmeldung 8821319.4) in die Mehrfach-Klonierschnittstelle 

30 gezeigt. Das dadurch entstanderie Plasmid pDM7 (Abb. 11) hat eine Lange von 10.4 kb und bew.rkt in 
Corynebacterium glutarnicum eine etwa 20fach gesteigerte Expression des Enzyms Phosphoenolpyruvat- 

Cart Se y Ko^struktion des Plasmids pDM7 gelingt dem Fachmann nach bekannten Methoden unter Verwen- 
dung der hintertegten Plasmide pZ8-1 (DSM 4939) und P DM6 (DSM 4242), das das ppc-Gen enthalt (Abb. 

35 Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Mikroorganismen der Qattungen Escherichia. Corynebacteri- 
um Brevibacterium. insbesondere der Aminosauren-ausscheidenden Mutanten. die die erfindungsgemafl 
mutierte DMA oder Plasmide und Reslstenzgene von C. xerosis M82B ihseriert enthatten. 
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Beispiele 



1. Isolierung und CharaktBrislerung eines Resistenzplasmids aus Corynebacterium xerosis 

ResSstenzplasmid-tragende StSmme von Cxeros/s wurden erstmalig 1983 beschrieben ^Kono et aM. 
Die Autoren untersuchten dabei klinische Isolate und fanden bei einigen s ^ m ^f"^S S M 2 B f d em 
breiten Resistenzspektrum grofle (>40 kb) Plasmide. Das R-Plasmid des Stammes M82E ^(pCXM82B) das 
fiSstenzen gegeTBythrom y cin,Chloramphenicol. Kanamydn und Tetracyklin tragt wurde In Rahmen der 
so Erfindung naher charakterisiert. 

1.1 Modifizierte Lyse zur Qewinnung von Plasmid-DNA 

ss Die Lysemethode nach Birnboim und Doly (1982) mit den Modifikationen fur Cglutamlem ' fThierbach 
et al 988HS1 auf Xerosis nur bedingt anwendbar. Aus diesem Grund wume die fo.gende Vorlwhandl^ng 
1 auf elner Aceton-B handhmg nach Heath et al. (1986) beruht. fOr eine. Lyse v n C*eros,s nach 
Birnboim und Doty entwlck It 
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10 Milliliter (ml) einer Obemachtkultur von Cxerosts in LBG (Luria Broth mlt 2g/i Glucose : Manlatis et 
al.1982) mit zugesetztem Antibtotikum warden zu 200 ml LBG mit Antibiotikum und 10% Glycin gegeben 
. und 20 Stunden bei 30 *C im SchOttler (120 U/min) gewachsen. Die Zellen werden durch Zentrifugation (10 
Minuten bei 6000 U/min) in der Zentrifuge Beckman J2-21 (Rotor JA14) geerntet und in 1 ml TES (50mM 

5 Tris, 5 mM EDTA, 50mM NaCI, pH 8.0) aufgenommen. Nach Zugabe von 40 ml Aceton werden die Zellen 6 
Minuten in Els inkubiert und dabei in Abstanden von 30 Sekunden durch SchGttetn vermischt. Danach 
werden die Zellen pelletiert und zweimal mit je 40 ml TES gewaschen. Nach emeuter Zentrifugation wird 
das Pellet in 40 mi FL-Puffer (4i0mM Saccharose. lOmM MgCI. 50% MMYO Medium - Katsumata et 
al.1984) mit 20 mg/ml Lysozym aufgenommen und mehrfach durch eine 50ml- Plastik-Spritze (Fresenius) 

to gepresst. Das so hergestellte Homogenisat wird unter Schutteln (100 rpm) 5 Stunden bei 37* C inkubiert 
und dann abzentrifugiert Die folgenden Schritte der Prozedur entsprochen dann der Lyse nach Birnboim 
und Doly (1982) ohne Lysozymbehandlung. Die mit 96% Athanol ausgefallte Plasmid-DNA wird anschlie- 
Uend in 150 ill TE aufgenommen und die DNA-Konzentration bei 20 nm im Photometer bestimmt. Auf diese 
Weise werden aus 200 ml stationarer Kultur von Cxerosts etwa 20 ug pCXM82B-DNA gewonnen. 

15 

1 .2 Restriktionskartierung des Plasmids pCXM82B 

Zur Kartierung des aus Cxerosis isolierten Plasmids pCXM82B wurden Restriktipnsenzyme eingesetzt 
20 die dieses etwa 50 Kilobasen (kb) grofle Plasmid relativ selten schneiden. Die unten genannten Enzyme 
(Tabelle 1a) haben zwischen einer und vier Erkennungsstellen auf dem Plasmid. 

Tabelle 1a 
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Zur Grobkartierung von pCXM82B 
eingesetzte Enzyme 


Restriktionsenzym 


Anzahl der 
Schnittstellen 


am 


3 


£C0RV 


3 


Hpa\ 


1 


Nsh 


4 



Alle Restriktionsverdauungen erfolgten nach den Angaben der Hersteller. Durch Doppelverdauungen 
konnte die Lage der Schnittstellen relativ zueinander festgestellt werden. 

Eine genaue Kartierung erfolgte nach Kionierung Qberlappender Restriktlonsfragmente des Plasmids, die 
mit haufiger schnefdenden Enzymen (Tabelle 1b) zuerst in den E.coli Plasmidvektor pUC19 (Norrander et 
al.1983) kloniert, dann kartiert und spatBr zu einer zlrkularen Karte des Plasmids vereinigt wurden. Dabei 
Heferte die Grobkartierung die Anhaltspunkte zum Ersteilen der genauen Karte (Abb.1). Der Stamm 
Corynebacterfum xerosis M82B mit dem R-Plasmid pCXM82B wurde unter der Bezeichnung DSM 5021 
bei der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganlsmen hinteriegt 



50 
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Tabetie 1b 



Zur Subklonierung und 
Feinkartierung von pCXM82B 
elngeset2te Enzyme 


Restriktionsenzym 


Anzahl der 
Schnittstellen 


BamH\ 


7 


Bgh\ 


8 


Ec<M 


10 


HincliW 


8 


Kpn\ 


5 


Psfl 


13 


SaA 


13 


Xba\ 


2 



AD© LSngenbestimmungen erfolgten durch Gelelektrophorese in Agarosegelen und Vergleich mit 
Ungenstandards (DNA des Bakteriophagen X, verdaut mit £coRI und H/ndlll bzw. Psti). 



2. Klonierung von Antibiotika-Resistenzgenen aus Cxerosis in E.coli 

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten mit Antlbiotika-Resisten2-Eigenschaften wurden die Uberlappenden 
Subklone im Eco/f-Plasmid pUCl9 (siehe 1,2) genutzt. 



2.1 Klonierung des Chloramphenicof-Resistenzgens 

DNA des Plasmtds pCXM82B wurde nach der in 1.1 beschriebenen Methode aus Cxerosis isoiiert und 
mit dem Restriktionsenzym Bgh\ gespalten. Aus E.coli nach bekannten Verfehren (Maniatis et aJ. 1982) 
gewonnene Plasmid-DNA des Vektors pUCl9 wurde mit BamH\ verdaut und mit alkaliscner Phosphatase 
behandelt Bel Plasmide wurden gemischt und das Gemisch mit T4-DNArLlgase behandelt Mit diesem 
Gemisch wurde dann E.coli JM83 (Messing 1979) transformiert Es konnte aus den Transformanten ein 
Plasmid isollert werden, welches Resistenz gegen das Antibiotikum Chloramphenicol (25 ug/ml auf 
Agarplatten des Antibiotic Medium N6.3-Firma Oxoid) verleihen. Dieses Plasmid, genannt pBg12, ist neu 
und besteht aus dem pUCl9-Vektor mit einem 5 kb langen Insert von pCXM82B-DNA (Abb. 2a). Oas 
Plasmid pBgl2 wurde mit den Enzymen flamHI und Psfl behandelt Die Verdauung mit Psfl wurde partiell 
durchgefOhrt Oas aus E.cdli JM83 Isolierte Plasmid pSVB2t (Arnold und PUhler. 1988) wurde ebertfalls mit 
SamHl und Psti verdaut. Beide wurden anschlieflend gemischt und das Gemisch mit T4»DNA-Ugase 
behandelt Nach Transformation von E.coli JM83 wurde das Plasmid pCXlO isollert. Oieses Plasmid ist neu 
und tragt Im Vektor pSVB2l ein 1 .9 kb grofles SamHI-Psfl-SubfragmeM des Inserts von pBgl2 (Abb.2a). 



2.2 Klonierung des Kanamycin-Resistenzgens 

Plasmid-DNA von pCXM82B wurde mit dem Enzym £coRV verdaut und mit Smel-gespaJtener und mit 
alkaliscner Phosphatase behandelter pUCl9-DNA gemischt. Das Gemisch wurde mit T4-DNA-ligase 
inkubiert und nach E.coli JM83 transformiert. Aus einer Kanamydn-resistenten Trans formante wurde das 
Plasmid pEVKt isoliert, das dem Stamm JM83 eine Resistenz gegen 25 ug/ml Kanamycin und 10 ug/ml 
Neomycin (Antibiotic Medium No.3) verleiht. pEVK1 ist neu und besteht aus dem Plasmid PUC19 mit einem 
2.7 kb langen DNA-Fragment aus pCXM82B (Abb. 2b). 
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2.3 Klonierung des Erythromycin-Resistenzgens 

Nach der in 1.1 beschriebenen Methode tsoli rte Plasmid-DNA von pCXM82B wurde mit dem Enzym 
Sa/I gespatten und mit dem ebenfalls Sa/l-gespaltenen und mit alkalischer Phosphatase behand Ken 

5 Plasmid pUC19 gemischt. Das Gemisch wurde mit T4-DNA-Ligase behandelt und nach E.coti JM83 
transformiert. Es wurde eine Transformante isoliert, die auf Antibiotic Medium No.3 resistent gegen 120 
ug/ml Erythromycin war und nach dieser Primarselektion eine Resistenz von mehr als 2mg/m! aufwies. 
Dieses Plasmid (pSalE2) ist neu und besteht aus einem 8.5 kb langen Insert im Vektor pUCl9 (Abb. 2c). 
Die auf dtesem DNA-Fragment lokalisierte Erythromycin-Resistenz ist durch geringe Mengen (l0-100ug/ml) 

w an Erythromycin induzierbar. 



2.4 Expression der Resistenzgene in E.coli 

Die in den £co//-Vektor pUCl9 klonierten Antibiotika-Resistenz-vermittelnden DNA-Fragmente von 
pCXM82B (siehe 2.) wurden auf ihre minimale Hemmkonzentration hin untersucht (Tabelle 2). Oazu -wurden. 
die im Eco/AStamm JM83 vorliegenden Klone in LBG-FIUssigmedium aus einer Antibiotika-enthaltenden 
Vorkultur mit einer Konzentration von etwa 10 s Zellen pro Milliliter angeimpft, verschiedene Konzentrationen 
der entsprechenden Antibiotika zugesetzt und ca. 16 Stunden bei 37* C inkubiert. 



3. DNA-Sequenzanalyse des Chloramphenicol-Resistenzgens 

Die Nukleotidsequenz des 1.9kb langen BamHI-^sfl-DNA-Fragments wurde nach der Methode von 
25 Maxam und Gilbert (1977) mit den Modrfikationen von Arnold und PUhfer (1988) und nach der Methode von 
Sanger et al. (1978) vollstandig bestimmt. Die Subklonierung erfolgte dabei in die Eco/ASequenziervektoren 
pSVB20, pSVB21, pSVB25 und pSVB27 (Arnold und Punier 1988). Die Sequenzierstrategie ist in Abb.3a 
wiedergegeben. Das DNA-Stuck tragt Restriktionsschnittstellen fOr die Enzyme SamHI, EcoRl Nru\ % Psfl. 
Sad und SmaA mit denen auch die Subklone hergestellt wurden. 
30 Die Sequenz beider DNA-Strange wurde mit Hilfe des Sequenzanalyse-Programmpaketes ANALYSEQ 
(Staden 1986) analysiert. Die Kodierbereichsanalyse (Abb.3b) gibt einen fUr ein Protein codierenden Bereich 
zwischen den Positionen 520 und 1720 an. In der Nukleotidsequenz des 1.9kb DNA-Fragments (Abb.4) 
findet sich dort ein langes offenes Leseraster. Es beginnt an der Position 545 mit dem Startcodon ATG und 
endet an der Position 1717 mit 2 aufeinander folgenden Stopcodons (TGA). Sechs Nukleotide vor dem 
as Startcodon befindet sich eine Ribosomenbindungsstelle (GGAG). Das Molekulargewlcht des Proteins 
betrSgt 39.3 Mdals. Es hat keinerlei Sequenzhomologie zu den bekannten Chloramphenicol- 
Acetyltransferase-Genen von anderen Organismen (Stand EMBL DATA Library Release 15). 



Tabelle 2 

40 



Minimal© Hemmkonzentrationen (MIC) der klonierten Resistenzen 


Stamm 


Plasmid 


Kanamycin 


Chloramphenicol 


Erythromycin 


Cxerosis 
M82B 


pCXM82B 


>1000 


>200 


>2000 


F.CO//JM83 




20 


5 


300 


ECO//JM83 


PUC19 


20 


5 


300 


ECO//JM83 


pEVK1 


>1000 


n.t. 


n.t 


E.coli JM83 


P Bg12 


n.t 


>100 


n.t. 


Ecotl JM83 


pSalE2 


n.t 


n.t 


>2000 


Alle Werte sind in ug/ml angegeben. 
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4. Konstruktion von Plasm idvektoren (pCV30, pCV33) fOr Coryne-und Brevibakterien und Herstellung von 
mutierten Formen d s Replikons pHM1519 und des Tn5-Kanamycin«Re$istenzgens 

s 4.1 Konstruktion von Vektorplasmiden fUr Coryne- und Brevibakterien 

Die Konstruktion der Vektoren ist in Abb.5 wiedergegeben. Der in der Britischen Patentanmeldung 
8821319.4 beschriebene Pendelvektor pECS300 (Abb. 13) wurde aus E.coli JM 83 isotiert und nach 
C.glutamicum ATCC 13032 transformiert (Thierbach et al. 1988). Das Plasmid pHM1519 (Miwa et al. 1984) 

io wurde partiell mit H/ndlll restringiert und mit dem vollstSndig Wndlll-verdauten pECS300 ligiert. Das 
Ligationsgemisch wurde nach C.glutamicum transformiert. von 24 der Transformanden Plasmid-DNA IsoUert 
und mit tf/ndlll gespalten. In den k0r2esten dieser Plasmide lag das die Kanamycin-Resistenz tragende 
rV/ndlll-Fragment in eine der W/ndlll-Schnittstellen des kryptischen Replikons pHM15l9 kloniert vor (pCV30). 
Das 4.5 kb grofle Plasmid pCV30 wurde dann mit Smal und Sa/I gespalten und ein etwa 25 bp langes 

is S/nal-Sa/l-StOck aus dem E.colh Vektor pUCl9 (Norrander et al 1983) inseriert. Das resultierende Plasmid 
pCV33 ist 4.5kb lang und tragt einzelne Schnittstellen fur die Enzyme Smal, BamH\, Xba\ und Sa/I. 

4.2 In w'froMutagenese von Plasmiden aus Corynebacterium glutamicum 

20 

Urn Restriktionsschnittstellen in klonierten Antibiotika-Resistenzgenen zur Insertionsinaktivierung nutzen 
zu konnen, ist es unter Umstanden notig. zuerst endogene Schnittstellen im Plasmid zu entfernen. Dies 
kann z.B. durch Auffullen der Schnittstelie mit Nukleosidtriphosphaten Oder durch Nuklease-Behandlung 
erfolgen- Diese Methoden sind aber nur sehr bedingt anwendbar, wenn es sich urn eine in einem Gen Oder 

25 in einer anderen essentiellen Region gelegene Schnittstelie handelt, da ein Wechsei des Leserasters oder 
. eine Deletion von DNA erreicht wird. Eine Methode, die Punktmutationen setzt, wie die Mutagenese mit 
Hydroxylamin (Ashley et al. 1985) birgt aber die Gefahr, unspezifisch mehrere Mutationen verteilt Uber ein 
ganzes Plasmid zu erzeugen. Die hier entwickelte modifizierte Hydroxylamin-Mutagenese zeichnet sich vor 
aliem durch eine hohe Ortsspezifitat aus. Dies wird durch Unearisierung der Plasmide mit den entsprechen- 

30 den Enzym und durch niedrigere Temperaturen als beschrieben erreicht, so da/3 der DNA-Doppelstrang nur 
im Bereich der Schnittstelie oder iiberhaupt nicht aufschmilzt. Sowohl die EcoRI-Schnittstelle in 4.2.1 
(PHM1519 - Miwa et al.1984) als auch die Psfl-Schnittstelle im Kanamycin-Resistenzgen liegen in essentiei- 
len Bereichen und konnten weder durch AuffOllen noch durch S1 -Nukleasebehandlung entfernt werden. 
Eine Punktmutation (Cytosin -> Thymin) im Kanamycin-Resistenzgen wurde aber sowohl das Leseraster 

35 als auch die Aminosauresequenz des Proteins erhatten. 



4.2.1 Mutagenese der FcoRI-Schnittstelle im Replikon von pCV33 und Erzeugung von pCV34 

40 Das Plasmid pCV33 wurde nach Thierbach et al. (1988) isoliert und mit dem Enzym EcoRI gespalten. 
Der Mutageneseansatz besteht aus etwa 2ug Plasmid-DNA in 60ul TE-Puffer, 180ul 1.5M Hydroxylamin- 
HCI in 25mM EDTA, 5ul 025M EDTA und 13ul 1M Tris-HCI, pH 8.0. Der Ansatz wurde gemischt und 30 
Mlnuten bei 68* C inkubiert Nach Phenol-Behandlung und Athanol-FSIIung der Plasmid-DNA (Maniatis et al. 
1982> wurde das DNA-Pellet in 20 ul TE aufgenommen und mit T4-DNA-Ugase behandelt. Nach Transfor- 

45 mation von C.glutamicum ATCC 13032 mit der Plasmid-DNA konnten Transformanten isoliert werden, die 
durch das Enzym FcoRI nicht mehr gespalten werden. Das Plasmid pCV34 (Abb.6a) ist neu. Der Stamm 
Corynebacterium glutamicum f ATCC 13032 mit dem Plasmid pCV34 wurde bei der Deutschen Stamm- 
sammlung von Mikroorganismen unter DSM 5025 hintedegt 

50 

4.2.2 Mutagenese der Psft-Schnittstelle im Kanamycin-Resistenzgen von pCV34 und Erzeugung des 
Pla^nids pCV38 ' 

Analog zur oben genannten Vorgehensweise (4.2.1) wurde pCV34-Plasmid-ONA mit dem Enzym Pst\ 
55 lineartsiert und der Hydroxylamin-Mutagenese unterzogen. Die Reaktionsdauer und Temperatur betrugen 
dabei 20 Minuten und 68 *C. Nach Ligation mit T4-DNA-Ugase und Transfbrmati n nach C.glutamicum 
konnt das Plasmid pCV38 (Abb.Bb) isoliert werden, das gegen Restriktf on durch EcoRI und P$ti resistent 
1st. pCV36 1st neu und weist die glefche Kanamycin-R sistenzhohe auf wie pCV33. C.glutamicum ATCC 
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13032/pCV36 wurde bei der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen unter DSM 5026 hinterlegt. 



5. Konstruktion von Plasmiden mit zwei Antibiotika-Resistenzgenen und der MSglichkeit zur Insertionsinakti- 
5 vierung 



5.1 Herstellung des Plasmids pCVX4 unter Verwendung des Chief amphenicol-Resistenzgens aus Cxerosis 

io Aus dem f.co/APIasmid pCX10 (2.1), welches ein 1.9 kb grofles Insert von pCXM82B-DNA tragt 
(Abb.2a). wurde ein 1.9 kb langes SamHI-Safl-Fragment isoliert Die Sa/I-Schnittstelle stammt dabei nicht 
aus dem Cxeros/s-DNA-Fragment, sondem befindet sich unmittelbar neben der das DNA-Fragment 
begrenzenden Psrt-Schnittstelle im Vektor pSVB21. Das isolierte DNA-StOck wurde mit dem mit Ba/nHI und 
Sa/I restringierten und mit alkalischer Phosphatase behandelten Plasmidvektor pCV36 gemischt. Dieses 

75 Gemisch wurde ligiert und nach Cglutamicum transformiert. Aus einer Choramphenicol-resistenten Trans- 
formante konnte das Piasmid pCVX2.1 isoliert werden (Abb.7). Das neue Plasmid wurde dann mit Sa/I 
linearisiert und mit der Nuklease flafll behandelt. Nach der Behandlung mit T4-DNA-Polym erase und 
Ligation mit T4-DNA-Ligase wurde Cglutamicum mit dem Plasmid-Gemisch transformiert und aus einer 
Transformante das Plasmid pCVX4 isoliert. pCVX4 ist neu, 6.5 kb lang und vermittett der Zelle Resistenzen 

20 gegen Kanamycin und Chloramphenicol. Es hat die Schnittstelte fOr Sa/I und eine der Psfl-Erkennungsstel- 
len verloren und bietet InsertionsinaktivierungsmCgltchkerten durch die Enzyme EcoRI. Psfl und Midi im 
Cm-Gen (Abb.7). Der das Plasmid pCVX4 tragende Stamm Cglutamicum ATCC 13032 wurde bei der 
Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen unter DSM 5022 hinterlegt. 

25 

5.2 Herstellung des PJasmids pCVXIO unter Verwendung des Kanamycin-Resistenzgens aus Cxerosis 

Das Plasmid pCVX2.l (slehe 5.1) wurde aus Cglutamicum isoliert, mit SamHI und BglU verdaut, mit 
T4-DNA-Ugase behandelt und nach Cglutamicum transformiert. Aus einer Kanamycin-sensitiven und 

30 Chloramphenicohresistenten Transformante wurde das Plasmid pCVX2.1ABB isoliert (Abb.8). Dieses weist 
eine Deletion von 1.4 kb gegenuber pCVX2.1 auf, die das ganze Kanamycin-Resistenzgen von Tn5 
umfasst. pCVX2.1ABB wurde mit Sa/I linearisiert, mit alkalischer Phosphatase behandelt und mit dem 
ebenfalls mit Sa/l-gespartenen Plasmid pCXM82B gemischt. Nach Ligation und Transformation wurde aus 
einer Kanamycin-resistenten Transformante das Plasmid pCVXIO isoliert (Abb.8a). pCVXIO ist neu, 7 kb 

35 grofl und tragt Resistenzen gegen Kanamycin und Chloramphenicol. Das Plasmid bietet zusatzlich zum 
Cm-Gen neue Insertionsinaktivierungsmdglichkeiten durch die Enzyme Xh& und C/al im Kanamycin- 
Resistenzgen. Der das Plasmid pCVXIO tragende Stamm Cglutamicum ATCC 13032/pCVXiO wurde bei 
der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen unter DSM 5023 hinterlegt 

40 

5.3 Herstellung des Plasmids pCVX!5 unter Verwendung des Erythromycirt-Resistenzgens aus Cxerosls 

Das Plasmid pCVX2.1ABB (5.2) wurde mit dem Restriktionsenzym Sa/I gespalten und mit alkalischer 
Phosphatase behandelt pSa1E2 (siehe 2.3) wurde mit Sa/I restringiert und beide Plasmide miteinander 
45 gemischt Das Gemisch wurde mit T4-DNA-Ligase behandelt und nach Cglutamicum transformiert. Aus 
einer gegen 10 ug/ml Erythromycin resistenten Transformante wurde das Plasmid pCVXlS isoliert 
(Abb.8b), welches das 8.5 kb lange, in E.colf ebenfalls Em-Resistenz-vermittelnde, DNA-Fragment tragt 
Das Plasmid pCVX15 ist neu und trSgt singutSre Schnittstellen fDr die Enzyme figfll, BamHI und Xba\ auf 
dem die Erythromycln-Reststenztragenden DNA-Fragment und fOr EcoRI und P$t\ im Cm-Gen. Der das 
so Plasmid pCVX15 tragende Stamm Cglutamicum ATCC 13032/PCVX15 wurde bei der Deutschen Stamm- 
. sammlung von Mikroorganismen unter DSM 5024 hinterlegt 



5.4. Herstellung des E.colf-C.glutamicum Pendelvektors p2Hi4S und Identifizierung des Tetra2ykiln-Resi- 
55 stenzgens aus C.xerosis in Cglutamicum 

Der Ecoli- Vektor pUC19 wurd mit dem Enzym Hindlll linearisiert und mit dem ebenfalls Hindlll 
gespaltenen Plasmid pCXM82B ligiert Es wurde ein pUC19-Derfvat isoliert, das ein 10,7 kb groties ONA- 
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StUck von pCXM82B enthalt. Das Plasmid p2Hi4 ist neu und tragt auf dem kloni rten Fragm nt das 
Eryth romycin-ResI stenzg en. 

p2Hi4 wurde mit Xbai gespalten. Der Corynebakterien-Vektor pCV33 (s. 4.1.) wurde ebenf ails- mit Xbal 
verdaut und mit alkaifscher Phosphatas behandelt. Nach Ugation beider Plasmide mittels T4-DNA-Ligase 
5 und Transformation in den Exoli-Stamm DH5a konnte das Plasmid p2HI4S (Abb. 14) isoliert werden, das in 
E.coii Resistenz gegen Ampicillin, Kanamycin und Erythromycin vermittelt. 

p2Hi4S ist neu und kann als Pendelvektor in Ecoli und C.glutamicum replizieren. Nach Transformation von 
C.glutamicum durch. p2Hi4S wurden kanamycin- und erythromycin-resistente Kolonien isoliert die zusatz- 
tich noch tetrazyklirr-resistent waren. Durch Plasmidanalyse und Retransformation konnte gezeigt werden, 
io dafl die Tetrazyklin-Resistenz durch das Cxerosis- ONA-Fragment vermittelt wird. 

5.4 Austausch von mutierten ONA-Fragmenten in Plasmidvektoren - Konstruktion des Plasmlds pZ9 

75 Das Plasmid pZ1, welches in der Deutschen Patentahmeldung 3737729.9 beschrieben ist, wurde aus 
E.coii nach bekannten Methoden (Maniatis et at 1982) isoliert. Nach Linearisierung mit der. Restriktionsen- 
donuklease P$t\ wurde das Plasmid mit Hiffe der Nuklease Sa/31 urn etwa eine Kilobase (kb) verkUrzt. Nach 
Behandlung mit T4-DNA-Ligase und Transformation von E.coii DH5 (Hanahan 1985) konnte ein als pZ2-1 
bezeichnetes Plasmid isoliert werden. Nach Verdauung des Plasmids pCV34 mit HfncH und Psfl wurde das 

20 2.4 kb lange H/nclt-DN A- Fragment mittels Elektroelution isoliert. Das so gewonnene Fragment wurde mit 
dem Plasmid pZ2-1. das mit tf/ncll und alkaJischer Phosphatase behandelt worden war t gemischt und das 
Gemisch mit T4-DNA-Ligase behandelt Nach Transformation von E.coii DH5 wurde aus einer Kanamycin- 
resistenten Transformante das Plasmid pZ3-4 isoliert. welches durch die Restrlktidnsendonuklease EcoRI 
nicht mehr gespalten wird. 

25 Das Plasmid pCVX2.1, welches das Chloramphenicol-Resistenzgen aus Cxerosis tragt (siehe 5.1), wurde 
mit eamHI und SaA behandelt. Das 1.9 kb lange DNA-Fragment konnte anschlieflend durch Behandlung mit 
5aB1 urn etwa 0.1 kb verkOrzt werden. Nach Behandlung mit T4-DNA-Polymerase wurde das beschriebene 
DNA-Fragment in die Scal-Schnittstelle von pZ3-4 inseriert. wobei der als pZ9 bezeichnete Vektor entstand 
(Abb.9). E.coii DH5o/pZ9 wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganlsmen unter DSM 4938 

30 hinterlegt. Das Plasmid pZ9 ist neu und tragt singulare Restriktionsschnittstellen fUr X/iol und C/al im 
Kanamycin-Resistenzgen und fQr Psfl, MlUi und EcoRI in Chloramphenicol-Resistenzgen, die zur Insertions- 
inaktivierung genutzt werden kdnnen. 



35 .5.6. Expression der Gene fUr Kanamycin-, Chloramphenicol-, Erythromycin- und TetrazyklinrResistenz aus 
Cxerosis in C.glutamicum 

Die zuvor konstruierten Plasmidvektoren wurden nach Transformation (Thierbach et al. 1988) in 
C.glutamicum ATCC 13032 auf ihre minimalen Hemmkonzentrationen getestet (Tabelle 3). 

40 

Tabelle 3 



Minimale Hemrhkonzentrationen (MIC) der klonierten Resistenzer 




Stamm. 


Plasmid 


Kanamycin 


Chloramphenicol 


Bythromycln 


Tetrazyklin 


c, 


pCXM82B 


>1000 


>200 


>2000 


40 


c fl 




<10 


<3 


<5 


<3 


c, 


pCV34 


>500 -1 


n.t 


n.t 


n.t 


Cg 


pCVXtO 


>1000 


>80 


n.t. 


n.t 


c. 


pCVX4 


>SQ<P 


>80 


n.t. 


n.t 


c fl 


pCVX15 


n.t 


>80 


>1000 


n.t 


c. 


pZ9 


>500" 2 


>80 


n.t. 


n.t. 


c, 


p2HI4S 


>500 #1 


n.t. 


>1000 


>20 
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Oie minimale Hemmkonzentration wurde in LBG-Medium analog zu 2.4 ermittett. Cx bedeutet Cxerosis 
M82B und Cg C.glutamicum ATCC 13032. Die Kanamycin-R sistenz der Plasmide pCV34 und pCVX4 f) 
stimmt vom Tn5 und die des Plasmids pZ9 von Tn903 (*). All Wert sind in ug/ml angegeben. 

5 . ■ 

6. Konstruktion von Expressionsvektoren fUr Coryne- und Brevibakterien mit Hilfe des mutierten pHMl5t9- 
Replikons 

10 

6.1 Konstruktion des Expression splasmids pZ8-1 mit dem /ac-Promoter und dem /rnB-T1T2-Terminator 

Der Expressionsvektor pKK223-3 (Brosius 1 984) wurde von der Rrma Pharmacia bezogen und mit den 
Enzymen Seal und SamHI behandelt Die Behandlung mit BamH\ wurde dabei als partieile Verdauung 

is durchgefOhrt Das entstehende 1.1 kb lange Scal-flamHI-Fragment, das den fac-Promotor. eine DNA- 
Sequenz mit Erkennungsstellen ftir die Enzyme P$t\, Sa/I. BamH\ und EcoRI und den T1T2-Terminator des 
rmB-Gens tra'gt, wurde mittels Elektroelution isoliert und mit T4-DNA-Polymerase behandelt. Das beschrie- 
bene Fragment wurde mit dem Plasmid pZ3-4, das mit Seal linearisiert worden war, gemischt, mit T4-DNA- 
Ligase behandelt und Exoli DH5 mit dem Ligation sgemisch transformiert Aus einer Kanamycin-resistenten 

20 Transformante wurde das Plasmid pZJM isoliert. das in Abb.10 dargestellt ist. E.coti DH5/pZ8-1 wurde bet 
der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen unter der Nummer DSM 4939 hinterlegt. Nach 
Transformation von C.gfutamicum ATCC 13032 konnte die Replikationsfahigkeit von pZ8-l nachgewiesen 
werden. Das Plasmid pZ8-1 vermehrt sich unter nichtselektiven Kulturbedingungen fur mindestens 70 
Generationen stabil in Corynebacterium glutamicum. 

25 ' 

6.2 Oberexpression des PEP-Carboxylase-Gens (ppc) von C.glutamicum mit Hilfe des Vektors pZ8-1 

Das Plasmid pDM2, welches in der Britischen Patentanmeldung 8821319.4 beschrieben ist. wurde mit 
30 SaR und Sma\ behandelt und mit dem Vektor pZ8-1 gemischt, der mit Sa/I linearisiert worden war. Das 
DNA-Gemisch wurde mit T4-ONA-Ugase behandelt und das Ltgationsgemisch zur Transformation von £,co// 
XH11 (Mountain et al. 1984) verwendet Aus einer Kanamycin-reststenten und Succinat-prototrophen 
Transformante wurde das in Abb.11 dargestellte Plasmid pDM7 isoliert. C.glutamicum ATCC 13032 wurde 
mit dem Plasmid pDM7 transformiert. Nach Anzucht in MMYE-Medium (Katsumata et al. 1984) wurde. wie 
35 in der Britischen Patentanmeldung 8821319.4 beschrieben, der spezifische PEP-Carboxylase-Gehalt in der 
Transformante ATCC 13032/pDM7 und im Kontrollstamm ATCC 13032/pZ8-1 bestimmt 
Der spezifische Gehalt an PEP-Carboxylase betrug bei Stamm ATCC 13032/pZB-l 0.16 U/mg Protein und 
bei Stamm ATCC l3032/pDM7 3.00 U/mg Protein. 

40 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur ortsspezifischen Mutagenese von DNA an den Restriktionsschnittstellen, 

dadurch gekennzeichnet daB man die DNA isoliert, mit einem geeigneten Restriktionsenzym spaltet, die so 
behandelte DNA mit dem Hydroxylamin enthaltenden Mutageneseansatz mischt und bei erhohter Tempera- 
tur inkubiert mit der MaBgabe. daB der DNA-Doppelstrang nicht Oder nur im Bereich der Schnittstelle 
"aufschmilzr, anschlieflend die DNA nach an sich bekannten Methoden aufnimmt, mit einer Ligase 
behandelt, einen geeigneten Mikroorganismus mit der so mutierten DNA transformiert und die Transforman- 
ten isoliert. 

2. DNA mit einer Oder mehreren mutierten Restriktionsschnittstellen hergestellt nach dem Verfahren 
gem^/3 Anspruch 1* 

3. DNA gemaB Anspruch 2 mit einer oder mehreren singularen Restriktionsschnittstellen in einem oder 
mehreren Resistenzgenen und/oder dem Replikon. 

4. DNA gemafl den Anspriiche 2 oder 3, 

dadurch gekennzeichnet, da/3 es sich um ein Plasmid handelt. 

5. Plasmid gemaB Anspruch 4, . 

dadurch gekennzeichnet. daB der oder die fur eine oder mehrere Resistenzen codierende(n) DNA- 
Abschnitt(e) (Reststenzgen(e) von einem Transposon stammt. 

6. Plasmid gemSB Anspruch 4. 

dadurch gekennzeichnet daB der oder die fUr eine oder mehrere Resistenzen codierende(n) DNA- 
Abschnitt(e) aus Corynebacterium xerosis M82B stammen. 

7. Plasmid p2Hi4S gem3B Anspruch 4> 

enthaltend das die Tetracycline und Erythromycin-Resistenz tragende DNA-Fragment aus C. xerosis M82B, 
gekennzeichnet durch die in Abb. 14 wiedergegebene Restriktionskarte und hinterlegt in C.glutamicum 
ATCC 13032 unter der Bezeichnung DSM 5396; 

8. Resitenzplasmid pCXM82B, enthaltend Resistenzen gegen Erythromycin, Chloramphenicol, Kanamy- 
cin und Jetracyclin, gekennzeichnet durch die in den Abb. 1 a und 1b wiedergegebenen Restrtktionskarten, 
enthalterr in Cxerosis M82B und hinterlegt unter der Bezeichnung DSM 5021. 

9. Plasmid bzw. DNA gemSB einem oder mehreren der Anspriiche von 2 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet. daB sie in Stammen der Gattung Corynebacterium, Brevibacterium sowle davon 
abgeleiteten, AminosSuren-ausscheidenden Mutanten repliziert werden. 

10. Plasmid pCV34, gekennzeichnet durch die in Abb. 6a wiedergegebene Restriktionskarte und 
hintertegt in C.glutamicum unter der Bezeichnung DSM 5025. 

11. Plasmid pCV 36, gekennzeichnet durch die in Abb. 6b wiedergegebene Restriktionskarte und 
hinterlegt in C.glutamicum unter der Bezeichnung DSM 5026. 

12. Plasmidvektor pCVX4 gekennzeichnet durch die in Abb. 7 wiedergegebene Restriktionskarte und 
hinterlegt in Cglutamicum unter der Bezeichnung DSM 5022. 

13. Plaemldvektor pCVXIO gekennzeichnet durch die in Abb. 8 wiedergegebene Restriktionskarte und 
hinterlegt in Cgfutamicum unter der Bezeichnung DSM 5023- 

14. Plasmidvektor pCVX1 5 gekennzeichnet durch die in Abb. 8b wiedergegebene Restriktionskarte und 
hinterlegt in C.glutamicum unter der Bezeichnung DSM 5024. 

t5. Verwendung von Plasmid en nach einem oder mehreren der Anspriiche 2 bis 7 und 9 bis 14^um 
Austausch von einem oder mehreren DNA-Segmenten f die mindestens eine oder mehrere 
Replikationsregion(en) und/oder Gene aufweisen, in Mehrlcomponentenplasmiden gegen entsprechende 
DNA-Segmente, die sich von den genannten durch das Vorhandensein einer oder mehrerer singulSrer 
Restriktionsschnittstellen unterscheiden. 

16. Verwendung von Plasmiden gemaB Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB das oder die ausgetauschten Gene der Zelle eine oder mehrere Wirkstoffresi- 
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stenzen verteihen. 

17. Verwendung von Plasmiden gema/J einem oder mehreren der Anspruche 2 bis 7 und 9 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet. da/J in die Plasmide zusatzlich ein Oder mehrere Resistenzgen(e) und gegabenen- 
falls ein Exprassionssignal inseriert wird (werden). 

18. Plasmid pZ9 gemSfi Anspruch 17, gekennzeichnet durch die in Abb. 9 wiedergegebene Restrik- 
tionskarte und hinterlegt in Ecoli unter der Bezeichnung DSM 4938. 

19.. Plasmid pZ8-l gemfifl Anspruch 17. gekennzeichnet durch den tac-Promotor und den T1T2- 
Terminator des rrnB-Gens von E.coli und die in Abb. 10 wiedergegebene Restriktionskarte und hinterlegt in 
Ecoli unter der Bezeichnung DSM 4939. 

20. Plasmid pDM7 gekennzeichnet durch die in der Abb. 10 wiedergegebene Restriktionskarte. 

21 . Mikroorganismen der Gattungen Escherichia, Corynebacterium oder Brevibacterium, insbesondere 
deren Aminosaurerr ausscheidenden Mutanten. die ONA oder ein Plasmid gematf einem oder mehreren der 
Anspruche 2 bis 7, 9 bis 14 und 18 bis 20 enthalten. 
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Abbildung 1 

Zirkular Restriktionskart des R-Plasmids pCXM82B aus C.xerosis 




Die zirkulare Karte von pCXK82B vurde durch die Feinkartierung 
aberlappender Klone ermittelt. Eingezeichnet sind die Regionen 
der Resistenzgene (Cm R : Chloraiaphenicol- , Km : Kanamycin- und 
Em R : Erythronycin-Resistenz) und Restriktitmsschnittsrellen 
(Abkarzungen : siebe Abb . 2) . 
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Abbildung 1b 
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Abbildung 2a 

Restriktionskarten der Chi ramphenicol-Resistenz-vennittelnden DKA- Fragment! 

0 Hp. P E PBa Ba 5kb 
P»6": ■ 3g j jj_JL_4 ,| l ( ! < t | Eg 

S H 
P E: PBa 

pCXlO: I | ['I 



Abbildung 2b 

Restriktibnskarte des Kanaoycin-Resistenz-vermittelnden DNA- Fragments 



Krrf 

PEVK1: S i ' J 1 1 f ,l S 

XhNsNsESP 



Abbildung 2c 

Restriktionskarte des Erythromycin-Reslstenz-vermittelnden DNA- Fragments 



„ ■ ' Kp Kp BgH Xb gcKb 

pSalE2: 0 1111. . . , t e 

S| 1 - — I H — L -H-f 1 1 1— 1 1 I s 

' 5a 



Die Restriktionsscbnittstellen sind vie folgt abgekOrzt: 
Ba:JanHI, Bg:BglII. Cl:Clal, ErEcoRI, EV:£coRV, H:JrindIII, 
Hp'JTpal. KprJCpnI. Hsttfsil, P:PstI, StSail und Xb:XbaI. 
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Abbildung 2d 

Restriktionskarte des Tetrazyklin- und 
Resistenz-vermittelnden DNA- Fragments 
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Abbildung 3a 

Sequenzierungsstrategie des Chloramphenicol -Res is tenz gens 



Pstl Sad SiaalEcofUNPuI Snal Sad 



PstlKruI BaoHI 



, lOOOp 



Chi or taohcnice l-Aes Is ti m 



Die Pfeile geben den jeweils sequenzierten Bereich .eines Subklons an. Die 
Lage des Resistenzgens ist eingezeichnet, 

Abbildung 3b 

Kodierbereichsanalyse des Chloramphenicol- Res is tenz gen- tragenden DNA- 
Fragments 



Raste 
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Positional ba.se preference method 



bp 



0 500 . 1000 1500 

1 . , , . I . .« *• _«.. I • .'. ' ' 1 ' 1 - 1 



In die Ausgabe des Frogramms ANALYSEQ ist das Cm -Gen sovle 
sein Startcodon (A) eingezeichnet. Das daruberliegende 
Leseraster 2 hat: Cber den Bereich 500-1700 die h6chste 
Codiervahrsche inlichkel t . 
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Abbildung 4 

Sequenz des Chloramphenicol -Res is tenz gen- tragenden DNA-Fragments 



Die Huklaotldsequenz des 1.9Vb Pstl-BamHI-DNA-FngBents mlt der abgelelteten Aminos Aure- 
sequcnz des Chloraophenlcol-Reslscenzgens. 

CrrCCACCACATCCTCAAACACCTCAACACCGAGCACCTAMCACCATCACA^ 

10 -20 30 40 50 60 70 * 80 " 90 

(^CArrAAACACCCCTCCCAACTCTTrrXCTCTCAACCGCA^ 

100 110 120 130 140 150 160 170 180 

CCCACGTTCTACAAAAAGCG CA.CCC ACTTTGC CAC CGXCACACCCGAACATGTCCCGTCGGTGCAAAATCACCTCAAC6AAACACCCCGA 
190 200 210 220 230 240 250 260 270 

caaatcctcccccgcccaaccccacgtgaaatacttaacgaactattcaac 

280 290 - 300 310 320 330 340 350 * 360 

TTACAGTTTC CG G CATCTCG AGTTC c cgaat cacacaggtcaggggttgtcggtcacac cgccac ccccttgaaccactagttacgacgc 

370 380 390 400 410 420 430 440 450 



CCACCATCTCrrCTCCCCCTATGTCTCGCGTACCCCCCCCGCTCCCCCT^ 

460 470 480 490 500 510 520 530 540 

HetTroPheAlal^uCysVAll^uAlal^uAlaVal^ 
CTCCATCCoi 1 1 ICCCCTCTCCGTCCTTCCCCTACCCGTui Iw^J ^ 6Q0 610 62 o 630 

AlaThxCluLeuAspValSerValGlylhrAlaGlyUu^^ 
CCCCACCCAACTTGACGTCTCGCTCGCCACTGa^CCCTGCrGACCTCCGaaTCCCAGTCCCXATGGT 

640 650 660 670 680 690 700 710 720 

AlaPheAlaArgArgIrpSerI*oArgI*uTh^ 
GGCATTCCCTCCCCGTTCGTCAGCCCCGCTCAC^OTCAlCGTrrcCCnCTCCriOT 

730 740 750 760 770 780 790 800 810 

t 

ValPheSeTUuUuUuJleThrArgVall^erAlaU^ 
ACTCTrCTCTCrrCCTCCTCAXCACCCCCGTGCTC^CCGCTCrrCCCAAACCXAGGATTC 

820 830 840 850 860 870 880 890 900 

ValProAlaAsnClnLysClyArgAlaUuSerlleUuUuSerGlyThrThrlleA 

cgtgccagccaaccagaacgggcgtccactgtcgatcctcctctccggcacgacgatcgcaaccgtcgto 

910 920 930 940 950 960 970 980 990 

UuClyThxAlal^uClyTrpArgT 
CCT«ckcAGCGCTCCCCTGCCC^^ 

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 

AsnAinValClyArgSexGluThrS.^ 
GAACAATGXTCCTGGCACCGAGACTAGCCCGACCTCACCAAGGCrCCGTCTCG^ 

1090 U00 1110 1120 1130 1140 1150 1160 11/0 
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Abbildung 4 (Fortsetzung) 



M<stAlaI^uGlyAlaI^uIleAsnClyGlyThrPhcAl*AlaFhe^ 
CATGCC^CTCGGACCGCTCATCAACCGAGGCACCTrrCCCCCACTCACOTCCT^ 

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 

AlaTrpVAlSerVaUlalAuValMetPheGl^ 
AGCGTGCGTCTCCGTCGCGCTCCTGATCTTCGGCArcCGAJCGTrcCTTGGCCTCACC 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 13*0 1350 

LeuValUuAlaValClyGlyProLeuLcuUuTh^ 
CerrCCTCCTCCCAGTCCGCGCACCCCTATTCCTGACACGCTCGATCtra 

1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 

ValUuValClnGlyPheUuSerPheClyValGlySerThrUuIl^ 
CCrrCCrCCTTCACGGArrCCTCTCGTTCGCCCTCGCCACTACTCTGATC^CC(«CTC 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 

ClySerTyrAlaThrAlaAlaLeuAsnlleGlyAlaAlAAla^ 
C* T7CGTACGCAACCG CAGCATTGAATATCGGAGCTGCACCGCGC CCCC I6CX3 GCrCCGCTCCGCCTCCCGACCGCGCTCGCGCTCCT 
1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 

AlaProValTrpValAlaSeTVall^ulhrAlallaAlaUuVal^^ 
CGCCCCGCTTIGCCTCCCTrCGtrrGCTGACAGCGATCCCTCTCGTCATCAlGCTTCTC^CCAGACCCCCCCTrACGAAGACa 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710 

AlaAsn 

GCCCAArrGATGACCCATCCGAACCCTCTTCTCACTCCTCCTGCtt 

->|->| 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 

ACGATCCCCGCAAAGATCTrCATGGTCTCCCCGATCACTGCCCGGAAAlGGGCA^GCCCCTA 

1810 1820 1830 1840 18S0 1860 1870 1880 1890 

GATCCCTCCACCAAGCCCCACCCCATCC 
1900 19l0 



Die Numaarianmg der 8a*en befiadec sich uncerhalb der Nukleotidsequen*. Die Aaino«aurese- 
quettt das Ca-Gens i*t Im 3-Buchstaben-Coda angcgcben. Die Ribosomenbimmgsscelle ist durch 
(*) oarklerc. Am.Ende der Kodierregion befinden *ich 2 anfeinanderfolgende Scopcodons (->|) 
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Abbtldung 5 

Konstrukti n von Vektoren fur Coryne- und Brexibakterlen 



TOM./itn cl! 




partiell ffindlll 



Ligation 



4100. £pH 



.Mitt dill 



3iea,aj/ii 

,Hin dill 



3lS8.*/*dM! 




1400 



pUC19 Smal + Sail 



wj« din, i48a 



Suisse 



Die AbkOrzungen bedeuten: amp: Ampicillin- » kan: Kanamycin- 
Resistenz, ori(Ec): Rep likationsur sprung far £. coll. 
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Abbildung 6a 

Restrikti nskarte des Plasmids pCV34 




Abbildung 6b 

Restriktionskarte des Plasmlds pCV36 




AbkQrzungen: kan: Kanamycin-Resistenzgen 
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Abbildung 7 

K nstruktion des Plasmidvektors pCVX4 




AbkQrzungen: aop: Ampicillin- , kan: Kanamycin- , cm: 
Chlorajnphenicol-Resistenz, ori(Ec): Replikati nsursprung far 
E.coli 
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Abbildung 8a 

Restriktionskarte des Plasmids pCVXIO 




Abbildung 8b 

Restriktionskarte des Plasmids pCVXIS 




Abkarzungen: kan: Kanamycin-, cm: Chloramphenicol-, em: 
Eryt&romycin-Resistenz. Der fett gezeichnete Bereich 
entspricht jeweils dem DNA- Fragment , auf dem das Resistenzgen 
lokalisiert ist. 
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Abbildung 9 

Restriktionskarte des Plasmids pZ9 




4110, Sphl 



AbkQrzungen: ori(Ec): Replikationsursprung fQr E.coli, cm: 
Chloramphenicol-, kan: Kanamycin-Resistenz. 
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Abbildung 10 

Restrikti nskarte d s Express ionsplasmids pZ8-l 




Abkxlrzungen: ori(Ec) : Rep llkationsur sprung far E.coll, kan: 
Kanamycin-Resistenz, Ptac: tac-Proo c r, rrnB-TlT2: 
Terminat r T1T2 des rrnB-Gens v n E*coli. 
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Abbildung 11 

Restrlktionskarte des Plasmlds pDM7 



10050, EceRl 
10040. BanHl 
10030\ Smal 
10020 ,Sa 11 




7670, B&nHl- 



6720, 5a 71 
6710. Pstl 
6780,//j/riIII 




5900. Seal 
5610,#//x:II 



Xhol , 1500 
CUt. 1610 
5m J 1 , 1785 



ftj7dIII.215Q 



W//riII1.2S70 

4'Jndlfl.3220 
//j/s 1 1,3280 



S/?/)l,4110 



Abkdrzungen: ori(Ec>: Replikatlonsur sprung fur £.coll, kan: 
Kananycin-Reslstenz, Ptac: cac-Pr m t r, rroB-TlT2: 
Terminator T1T2 des rrnB-Gens v n J?. coll. 



Embspstii 
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Sail 



O P 

t 1 



TnS-kcUi-Fragment 



2§ 
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Sall/Xhol 



Km 




Abbjldung 12; Saal, Relaxation 
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-3A 



Abbi tdimg -13; 



Rest ri ktionskarte des Plasmids pDM6 
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.Abbi Idung 14 

Restriktionsjcarte des E« coli -C. qlutaml- 1 
cjirn-Pendelvektors p2Hi4S. Das Plasmid 1st 
zusammengesetzt aus dem C » Elutamicum -Vektor pCV33 
(1-4500 bp), dem die Tetracyklin- und die 
Erythromycin-Resistenz tragenden DNA-Fragment aus 
C.^esagis M82B WS80-152QCI bp7 unci deii E^oU-Vektor ' 
pUC19 (15200-17850 bp). Es vermittelt in B.coli 1 
Resistenz gegen Ampieillln (Amp), Kanamycin (Ran) 
und Erythromycin und in C- plutanilcum Resistenz 
gegen Kanamycin, Tetracyklin und Erythromycin. 
Die Resistenzgene, deren genaue Lage bekannt 1st, 
sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die 
^eplikationsursprunge fur £.£fili (oriV-Ec) und 
C. glutamicum (oriV-Cg) sind durch Kfistchen 
hervorgehoben. 



